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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
膵β細胞はグルコースに反応して脱分極し、その脱分極の上に活動電位が発生する。細胞外グルコー
ス濃度を約10mM程度まで上昇させると、β細胞はスノヾイクバーストと静止期からなる周期的な電気的
活動を示す。細胞外グルコース濃度が上昇するにつれてスパイクバーストの持続時間は長くなり、静止
期は短くなる。細胞外グルコース濃度とインシュリン放出量との関係はこの電気的活動の特性を反映し
ている。細胞外グルコースに反応して起こる脱分極が細胞膜のATP感受性K＋チャネルが閉じることに
由来していることは現在広く受けいれられているが、スパイクバーストを中断させる再分極の機構は未
だほとんど解明されていない。本研究の目的は細胞膜電位と細胞内のイオン状態を指凛として膵β細胞
のスパイクノ1－ストの周期性のメカニズムの解明の手がかりを得ることで‾ある。
［方　法］
実験には6～12週齢のICRマウスを用い、24～48時間の絶食後に膵組織を掃出した。細胞内電位の測
定には微小電極法を用い、チェンバー内に固定したランゲルハンス島内の細胞に抵抗値250～400MQの
微小ガラス電極を刺入し細胞内電位を導出した。細胞内pH及び細胞内Ca2＋濃度の測定には蛍光顛徴測
光法を用い、蛍光指示薬のBCECF－AM及びFura2－AMを膵組織より単離したランゲルハンス島に負
荷した。2波長励起顕徴分光珊定装置により蛍光強度を測定し蛍光強度比からpHおよびCa2十濃度を求
めた。
［結　果］
細胞外グルコース濃度を2．8mMから11．1mMに上昇させると膜電位は次第に脱分極し、連続したスノヾ
イクとそれにつづく周期的なスパイクノヾ－ストを認めた。細胞内Ca2十濃度は細胞外グルコース濃度2．8m
Mでは一定であったが、グルコース濃度を11．1mMに上昇させるとわずかな低下の後に急速に著しく上
昇し、その後に細胞内Ca2＋濃度の周期的な変動を認めた。細胞内pHは細胞外グルコース濃度を2．8mM
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から11．1mM，22．2mMへと増加させるとごくわずかに上昇した。
11．1mMのグルコースの存在下で潅流液中のCaClをTris－HClで置き換えて海流液のNa＋濃度を低下
させると細胞膜は脱分極し、連続的なスパイク活動がみられるようになる。同様の効果は潅流液のNaCl
で置換したときにも認められた。こうした電気的活動の変化が細胞内のイオン濃度の変化によるものか
どうかを調べるために細胞膜電位の記録時と同様の条件下で細胞内pHと細胞内Ca2＋濃度を測定した。
11．1mMのグルコースの存在下で海流液のNaClをTris－HClで置き換えると膵島の細胞内pHはアルカリ
化した。一方、溶液のNaClをLiClで置換すると細胞内pHは酸性化した。このようにTris十とLi＋は細胞
内pHに対して異なる効果を示したが、細胞外Na＋濃度の低下はNa＋と置き換えるのに用いたカチオンの
種類とは無関係に類似の電気的活動を引き起こした。このことは低Na＋濃度溶液中でみられる電気的活
動の変化が細胞内pHの変化によってでなく、細胞内Na＋濃度の低下によっておこるという見解を支持す
るものである。11．1mMのグルコースの存在下で潅流液のNa＋濃度を135mMから25mMに低下させると
細胞内Ca2＋濃度の周期的な変動は見られなくなり、Na十／Ca紳交換輸送の抑制を示すように細胞内Ca2＋
濃度は著明に上昇した。これは海流液のNaClをTris－HCl、LiClのいずれで置換した一ときも同様に認め
られた。
［考　察］
本研究において細胞外Na＋をTris＋、Li十のいずれで置換して細胞外Na十濃度を低下させても電気的活
動パターンはスノヾイクバースト型から連続スパイク発生型に変化した。一方、細胞内pHは置換したカ
チオンの種類によって酸性化もしくはアルカリ化した。このことは低Na＋によって引き起こされた電気
的活動のパターンの変化は細胞内pHの変化によって引き起こされたのではなく、むしろNa＋流入の減少
によるものであることを示す。細胞外グルコース濃度が高い時にみられる連続的なスパイク活動も、低
いグルコース濃度で細胞外Na＋濃度を低下させた時に見られる連続的なスノヾイク活動もいずれもがATP
感受性K＋チャネルを閉塞するのに充分な高い細胞内ATP濃度が維持されることによって起こることを
本研究は示唆した。．細胞外グルコース濃度が5－15mMの範囲ではスパイクバースト時には細胞内Ca2＋
濃度が上昇し、Na＋／Ca2＋交換輸送系を介して徐々に細胞内Na＋濃度の上昇がもたらされる。細胞内
Na＋濃度が上昇するとNa＋／K十ポンプの輸送力活動は増大し、ATP消費速度は上昇する。細胞外グルコー
ス濃度がこの範囲ではATP合成速度はさほど速くないので、ATP消費速度の上昇は細胞内ATP濃度の
低下をもたらし、ATP感受性K十チャネルは開き、再分極がおこり静止期となる。静止期では、Ca2十の
流入は殆どないので細胞内ATP濃度は再び次第に上昇し、細胞は脱分極する。脱分極により膜電位が発
火レベルに達すると、再びスパイク列がひきおこされ、細胞内ATP濃度の低下による過分極により終わ
る。これが周期的なスノ1イクバーストの起こるメカニズムと思われる。
［結　論］
膵β細胞において細胞外グルコース濃度を10mM程度に上昇させたときにみられる周期的な静止期の
出現はCa2＋スパイク発生による細胞内Ca2＋濃度の上昇、Na＋／Cal＋交換輸送を介する細胞内Na＋濃度の
上昇、そして最終的には、Na＋／K＋ポンプにおけるATP消費速度の上昇の結果である細胞内ATP濃度
の低下によって引き起こされたと考えられた。
学位論文審査の結果の要旨
近年パッチクランプ法が導入されて以来、細胞膜にある各種イオンチャネルの性質が詳細に調べられ、
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この結果、膵β細胞にATP感受性K＋チャネルの存在することが明らかになった。膵β細胞は細胞外グ
ルコース濃度が10mM程度に上昇すると脱分極し、この上に多数のスパイクからなるスノヾイクノヾ－スト
が周期的に出現する。この脱分極は細胞膜のATP感受性K＋チャネルが閉じる結果であるとの見解はす
でに定説となっている。しかしながら、スパイクバーストを中断させる再分極の機構はほとんど解明さ
れていない。本研究は、この再分極がATP感受性K＋チャネルの開口によって起こるのではないかとい
う仮説のもとに、細胞外Na＋濃度を下げた場合の“膜電位〝、細胞内pH、細胞内Ca2十濃度がどのように
変化するかを検討し、この仮説の実証を試みている。
実験の結果、次の点が明らかとなった。
1）細胞外液のNaClをTris－HClで置換すると細胞内pHは0．27pHunit上昇した。
2）細胞外液のNaClをLiClで置換すると細胞内pHは約0．20pHunit低下した。
3）周期的なスパイクノヾ－スト発生時に細胞外液のNaClをLiCl、Tris－HClのいずれで置換しても静止
期は消失し、連続したスパイク活動が認められた。また、細胞内Ca3＋濃度は持続的に上昇した。
4）周期的なスパイクノヾ－スト発生時に細胞外液に0．1mMのウアノヾインを加えても、低Na＋海流液の時
と同様の膜電位、細胞内Ca2＋濃度の変化を認めた。以上の所見は次の機構に従ってスパイク列を中断
させる再分極が発生するとの考えを支持するものである。即ち、Ca2＋スノヾイク列の発生とともに流入
したCa2＋が細胞内Ca2＋濃度の上昇を来たし、細胞内Ca2＋濃度の上昇と共にNa＋／Ca2＋交換輸送を介し
て細胞内にNa＋の流入が起こり、Na＋／K＋ポンプにおけるATP消費速度が上昇し、細胞内ATP濃度の
低下がATP感受性K＋チャネルの開口を引き起こし、その結果再分極が起こるというものである。
本研究は、細胞内ATP濃度の変動がATP感受性K＋チャネルを介して膵β細胞の膜電位の変化全体に
大きな影響を与えていることを示したものであり、スノヾイクバーストの周期性の機構解明に重要な所見
を提供したと評価される。よって、博士（医学）の学位を授与するに値するものと認められた。
